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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a efetividade dos antioxidantes (EDTA e NaOCl a 6%)
no tratamento da dentina afetada por carie (DAC) e diferentes sistemas adesivos na
degradacdo da interface dentina/resina, ao longo do tempo. Cento e oito blocos de dentina
obtidos de terceiros molares humanos foram submetidos ao modelo biolégico de producao
de carie (S. Mutans) e distribuidos em grupos de acordo com: tratamento— NaOCl a 6%,
EDTA, e grupo sem tratamento (Controle); sistemas adesivos- Clearfil SE Bond (SE) e
Single Bond 2 (SB); e tempo de armazenamento- 24h, 12 e 18 meses. Foram construidos
blocos de 4mm de altura em resina (Charisma) aderidos sobre a dentina de acordo com os
fabricantes e estocados por 24h em dgua deionizada. Foram entdo, seccionados obendo-se
palitos com 2,0 mm” de 4rea de sec¢do transversal. Os palitos foram submersos em 1 mL de
dgua deionizada por: 24h, 12 e 18m, e submetidos ao teste de u-TBS. Os padrdes de fratura
foram analisados em MEV. A nanoinfiltracdo, ao longo do tempo, foi avaliada por meio de
fatias obtidas de sec¢des longitudinais seriadas de espécimes produzidos de modo similar
ao descrito. Estas foram imersas em solugdo tracadora de nitrato de prata amoniacal por 24
h, lavadas em &4gua deionizada e imersas em solucdo reveladora por 8 h. Todos os
espécimes foram observados em MEV para identificar os escores, de acordo com o grau de
nanoinfiltracdo. Os resultados da RU foram submetidos aos testes Shapiro-Wilk, ANOVA
Fatorial (axbxc) e Tukey post hoc (p<0,05). Os dados da nanoinfiltracdo e padrao de fratura
foram analisados por estatistica descritiva. Com relacdo ao tempo de armazenamento,
independente do tratamento, o adesivo SE apresentou valores de RU significativamente
maiores, comparado ao SB, exceto aos 18 meses, em que as médias de ambos ndo diferiram
significativamente. Independente do sistema adesivo utilizado, enquanto o tratamento com
EDTA apresentou menores valores de RU nos tempos de 24 h e 12 m, € no tempo de 18 m
o tratamento os valores maiores, o oposto foi verificado pelo uso do NaOCl, sendo que o
NaOCl apresentou maiores valores que o controle em 24h e 12m. Porém, ao final do
experimento, aos 18m os maiores valores de RU foram obtidos quando a DAC foi tratada
com EDTA. A utilizagdo do SB/EDTA e SE/NaOCl produziu as maiores médias de RU.

Padrdo de fratura mistos foram observados em todos os grupos, mas principalmente apds

vii



18 meses. Os sistemas adesivos utilizados, independente do tratamento, apresentaram
algum grau de nanoinfiltracdo porém menores que o apresentado pelo controle. Baseando-
se nos resultados, pode se concluir que a RU mostrou-se adesivo dependente quando a
dentina foi tratada com antioxidantes; e em relacdo ao tempo, a RU pode ser considerada
adesivo/tratamento dependente, pois, quando se utiliza o SE a RU se mantem em valores
similares aos imediatos (24h), diminuindo significativamente aos 18m, chegando aos
valores da RU com o uso do SB mandendo-se estdvel durante todo o experimento; e

quando do uso do EDTA, maiores médias de RU sdo observadas aos 18m.

Palavras-chave: dentina afetada por cdrie, agentes antioxidantes, degradacdo, resisténcia

de unido, nanoinfiltracao.
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ABSTRACT

The study evaluated the effectiveness of antioxidants and different adhesive systems on
degradation of carious affected-dentin(DAC)/resin interface over time. One hundred and
eight third human molars were submitted to a biological model of caries production (S.
mutans). It was perpendicular cut to long axis of tooth to obtain a flat dentin surface. The
factors evaluated were: treatment - 6% NaOCIl, EDTA, and a group without treatment
(Controle); adhesive systems - Clearfil SE Bond (SE) and Single Bond 2 (SB); and storage
time - 24 hours (h), 12 and 18 months. Were built blocks of resin composite (Charisma)
over dentin, with a total height of 4 mm. After 24 h immersed in deionized water, each
specimen was sectioned to obtain sticks with an average size of approximately 2 mm?” to
realize the bond strength test (uTBS). Parts of sticks obtained remain submerged in 1 ml of
deionized water for: 12 and 18 months and then subjected to bond strength test. Fracture
patterns were analyzed in Scanning Electron Microscopy (SEM). Nanoleakage evaluation,
over time, was measured with slices obtained of serial sections of other specimens. These
were embedded in tracer solution of ammoniacal silver nitrate for 24 h, washed in distilled
water and immersed in a developing solution for 8 h. All samples were observed under
SEM, to identify degree of nanoleakage. Results of uyTBS were analyzed for normality by
Shapiro-Wilk test being checked normal data distribution, and then, by Factorial ANOV A
(axbxc) and Tukey post hoc test (p <0.05). Nanoleakage data and fracture pattern were
analyzed using descriptive statistics. The results showed that, with respect to storage time,
SB adhesive had higher RU, compared with SE and control, except in time of 18 months.
Although EDTA treatment, had higher RU in time of 24 h and 12 m, and at time of 18 m
NaOCl treatment showed higher values, and the two treatments were above control values.
Use of SB/EDTA and SE/NaOCl produced highest RU average, being considered
dependent adhesive-treatment. Largest percentage of fracture pattern was mixed, in all
groups, but especially after 18 months. Nanoleakage results showed that adhesive systems
used, independent counsel of treatment, showed some degree of nanoleakage but smaller

than presented in control.
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1 INTRODUCAO

Atualmente na odontologia restauradora, com os conceitos de minima invasdo da
estrutura dentéria, a remocao da cdrie envolve apenas a camada mais externa e altamente
infectada da dentina cariada. Isso facilita a preserva¢do da camada mais interna de dentina,
passivel de remineralizacdo, diminuindo a possibilidade de exposi¢do pulpar, o que tem
reduzido em até 75% a necessidade de procedimentos endoddnticos (Yoshiama et al., 2002;
Maltz et al., 2007). Paralelamente, se essa camada de dentina for selada por sistemas
adesivos adequados a esse substrato, poderia ocorrer a prevengdao da progressdo da lesao,
pela formagdo de uma drea 4cido resistente (Shinohara et al., 2004; Carvalho et al., 2008).
Porém segundo Yoshiyama et al. (2002) a aplicacdo de sistemas adesivos dentindrios em do
tipo self-etching e total-etching na dentina afetada por cédrie nao afeta o desempenho de
restauragdes adesivas.

Com o acelerado desenvolvimento dos sistemas adesivos, a determinacdo da
resisténcia de unido as estruturas dentindrias modificadas por cérie se tornou de grande
importancia e interesse, uma vez que, € geralmente, sobre esse substrato de dentina alterada
que se realiza o procedimento restaurador. Até a década de 1990, poucos estudos avaliaram
as propriedades adesivas em substratos clinicamente relevantes, como dentina cariada e/ou
esclerdtica, devido as dificuldades técnicas dos testes existentes até entdo, jd que essas
lesdes sdao geralmente pequenas e se apresentam de forma irregular (Goracci et al., 2005).

A ades@o a estrutura dentindria depende de fatores como tempo de condicionamento
acido, tipo de sistema adesivo, umidade presente na dentina e, certamente, o tipo de dentina
(Carvalho et al., 2004).

No entanto, a qualidade da adesdo ao substrato estd diretamente relacionada a
eficiéncia da penetracdo dos monOmeros nos espagos interfibrilares, e consequente
envolvimento das fibrilas coldgenas expostas pelo condicionamento 4cido; e ao grau de
conversao adesivo (Pashley ez al., 2000). Estudos que utilizam dentina afetada por cdrie
téem demonstrado resisténcia de unido inferior a da dentina higida, devido, a maior
porosidade na dentina intertubular pela perda mineral em decorréncia do processo da cérie,

€ a presenca nos espacos intratubulares de cristais de célcio acido-resistentes, que impedem



a infiltracdo dos mondmeros resinosos dentro dos tubulos (Yoshiyama et al., 2002; Arrais
et al., 2004).

Com o desenvolvimento de adesivos autocondicionantes, foi criada uma nova
alternativa para otimizar a adesdo ao substrato cariado, ja que esses sistemas adesivos ndo
requerem a remocao da camada de smear layer pelo condicionamento dcido, mas pelo uso
de mondmeros 4cidos que podem simultaneamente condicionar e penetrar, eliminando os
passos de condicionamento, lavagem e secagem que podem ser criticos, e t€ém grande parte
do sucesso atribuido ao desempenho e as condi¢des do operador.

Dessa forma, este conceito de 4cido-primer € atrativo, pois, na teoria, apds a
incorporacdo da smear layer, estes sistemas se infiltrariam, permeando as fibras coldgenas,
enquanto descalcificariam o0s componentes inorganicos na mesma profundidade,
minimizando a existéncia de uma regido de dentina desmineralizada ndo envolvida por
resina (Erhardt ef al., 2008).

Mesmo assim, ainda existem preocupagdes sobre a efici€éncia destes sistemas
adesivos. A smear layer reforcada por resina (smear layer hibridizada) pode ser muito
fragil para fornecer resisténcia e propriedades mecanicas durdveis. A presenca de uma
espessa camada de smear layer pode interferir na difusao do primer autocondicionante pela
dentina subjacente intacta, entdo o condicionamento &cido, separadamente, pode ser
considerado ja que produz uma superficie molhavel, ajudando os mondmeros do sistema de
unido a infiltrar nos espacos interfibrilares desmineralizados (Ceballos et al., 2003; Borges
et al., 2009; Alves et al., 2013). Inversamente, tem sido sugerido que o coldgeno exposto
ndo impregnado por mondmeros adesivos € altamente susceptivel a degradacio enzimadtica
ou hidrolitica ao longo do tempo, conduzindo a redu¢do da resisténcia de unido ao longo do
tempo (Erhardt et al., 2008; Tjdderhane et al., 2013).

A 1identificacdo na dentina de zonas parcialmente condicionadas e ndo infiltradas,
com ambos os adesivos autocondicionantes de 1 e 2 passos, abaixo da camada hibrida
aumentaria a possibilidade de degradagdo da adesdo criada (Ceballos et al., 2003).

A modificacdo da matriz de coldgeno ndo impregnada por adesivo, com agentes
proteoliticos, como hipoclorito de sédio (NaOCl) poderia ter efeito benéfico a unido de

sistemas adesivos a dentina cariada, facilitando a infiltracio dos mondmeros e favorecendo



a interagdo quimica entre os mondmeros € o substrato dentindrio. A dentina tratada com
NaOCl € rica em cristais de hidroxiapatita expostos e pode resultar em uma interface mais
estavel, ao longo do tempo, por que é essencialmente composta de mineral (Borges et al.,
2009).

Além disso, o tratamento da dentina pode ser feito com o uso do 4cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) que pode causar a desnaturacio do coldgeno,
melhorando a qualidade da camada hibrida e sua durabilidade, na presenca de cristais
residuais de apatita deixados dentro da matriz de coldgeno subsequente ao condicionamento
acido da dentina (Breschi et al., 2008).

A longevidade da camada hibrida parece envolver fatores quimicos e fisicos. Os
fatores fisicos como as forcas oclusais da mastigacdo e o repetitivo estresse de contracio e
expansao, além das mudangas de temperatura dentro da cavidade oral, supostamente afetam
a estabilidade da interface. Agentes quimicos 4cidos, no fluido dentindrio, saliva, alimentos,
bebida e produtos bacterianos, representam outro desafio para a interface dente/material,
resultando em varios padrdes de degradacao das fibras coldgenas desprotegidas, eluicao dos
monodmeros residuais e degradacao dos componentes poliméricos (Breschi et al., 2008).

Como a camada hibrida é formada pela mistura da matriz orgadnica da dentina,
cristais de hidroxiapatita residuais, mondmeros e solventes do adesivo, o envelhecimento
pode afetar cada um dos componentes individualmente, ou pode ser resultado da
combina¢do do fendmeno de degradacdo dentro da camada hibrida (Correr et al., 2004;
Breschi et al., 2008).

Sdo descritos dois tipos de padrdo de degradacao dentro da camada hibrida, sendo a
desorganizacdo das fibras coldgenas e a hidrdlise do adesivo a partir dos espacos
interfibrilares dentro da camada hibrida (Hashimoto et al., 2003). A hidrélise € um processo
quimico que quebra as ligagdes covalentes entre os polimeros pela adicio de dgua, nos
adesivos a base de éster, resultando em perda de massa de resina e contribui para a redugdo
da resisténcia de unido criada pelos adesivos ao longo do tempo. Na degradacdo da resina €
relatada a absorcdo de 4gua em alguns adesivos simplificados que foram estudados (Erhardt

et al., 2008).



A degradacdo hidrolitica ocorre na presenca de dgua, devido a hidrofilia do adesivo,
absorcdo de 4gua e subsequente degradacdo hidrolitica, sendo que a menor absorcdo de
dgua ocorre nas resinas hidréfobas que nos sistemas de resina hidréfilos usados com
adesivos autocondicionantes (Ito er al., 2005; Malacarne et al., 2006). Ainda,
independentemente da estratégia adesiva utilizada, pela combinacdo de mondmeros
resinosos hidréfilos e i0nicos nos adesivos simplificados, a interface de unido deixa uma
camada hibrida de revestimento de resina hidréfoba. Isso conduz a criagdo de uma camada
hibrida que age como uma membrana semipermedvel, permitindo a movimentacao da dgua
por toda a interface adesiva, mesmo depois da polimerizacio do adesivo. Assim, a
utilizacdo de agentes antioxidantes pode promover um substrato menos suscetivel a
degradacdo favorecendo a penetracdo dos sistemas adesivos mais eficiente e menos
suscetivel a degradacdo (Toledano et al., 2002; Yamauti et al., 2003; Sauro et al., 2009).

A dificuldade de infiltragdo e envolvimento da matriz coldgena na dentina alterada
pela cdrie dentdaria ou por processos de envelhecimento dentdrio promoveria maior
quantidade de coldgeno exposto e, portanto, maior possibilidade de degradacao da zona de
unido dentina/resina. Além disso, as propriedades dos sistemas adesivos e suas limitagdes
quando aplicados neste substrato alterado dos adesivos induz a busca de novos tratamentos
e protocolos de aplicagdo, por isso a utilizacdo de agentes antioxidantes pode favorecer o
processo de unido e influenciar positivamente na preservacao da interface dentina/resina ao

longo do tempo, diminuindo a possibilidade de coldgeno exposto residual.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 SUBSTRATO DENTINARIO

A uni@o de materiais restauradores aos substratos dentdrios tem sido
extensivamente relatada na literatura, focando-se o aperfeicoamento desta unido e o
prolongamento da vida util do elemento acometido por cérie ou trauma. A unido ao esmalte
apresenta-se bem definida na literatura, entretanto, o elo fraco na unido dos materiais
restauradores a estrutura dentéria deve-se a presenca de substratos extremamente diversos
que devem, até o momento, ser tratados de forma uniforme e pelos mesmos materiais,
esmalte e dentina (Marshall et al., 1997).

Ao contrdrio do esmalte, a dentina é considerada um compdsito complexo
formado essencialmente por aproximadamente 50% em volume por minerais, € o restante
por coldgeno tipo I e proteinas nao colagenosas (30%) e dgua (aproximadamente 20%). O
conhecimento desse substrato quanto a composi¢do, ultraestrutura e fisiologia € de suma
importancia para o estudo da unido de materiais restauradores (Swift et al., 1995).

A cérie dental apresenta um cardter invasivo e destrutivo que pode levar a perda
irrepardvel dos tecidos dentais. No entanto, a odontologia contemporinea prioriza uma
pratica em que se criam condicdes favordveis para deter o processo de atividade dessa
doenga, trabalhando com a minima intervenc¢do restauradora. Nesse contexto de minima
intervencdo surgiu a possibilidade da remoc¢do parcial da dentina cariada, seguida do
selamento hermético da cavidade, podendo ser observada redugdo bacteriana e alteracoes
qualitativas da dentina remanescente (Wei et al., 2008; Nakajima et al., 2011).

Alguns estudos demonstraram que a simples remocdo do tecido infectado,
altamente cariado, a partir da curetagem superficial das lesOes, e posterior selamento da
cavidade tornaria dificultada a obtencdo de substratos e sobrevivéncia dos microrganismos
no tecido cariado (Oliveira, 1999; Yoshiyama et al., 2002).

As lesdes de carie em dentina apresentam, segundo Marshall et al. (1997) e
Zavgorodniy et al. (2008), duas camadas de tecido cariado: uma mais externa, que se

encontra completamente destruida, infectada por bactérias, sem sensibilidade e capacidade



de remineralizacdo, € uma mais interna, que apresenta menor contaminacdo, tem a
capacidade remineralizadora, apresenta vitalidade, possui maior conteido mineral que a
anterior e, dessa forma, é mais endurecida. Clinicamente, a camada mais externa apresenta-
se com um aspecto amarelado e amolecido, e a mais interna com coloracdo castanha e
menos amolecida (Pashley & Carvalho, 1997). Mais recentemente, Pugach et al. (2009),
avaliando o conteddo mineral, a estrutura e as propriedades das zonas de dentina cariada
observaram que mesmo a zona mais pigmentada por corante, referente clinicamente a drea
de dentina mais desmineralizada, a ser removida pelo clinico, contém cerca de 25% do
conteddo mineral.

Além dessa distribui¢do, a dentina afetada por cdrie apresenta caracteristicas
peculiares como uma fase mineral, composta por carbonato rico em hidroxiapatita. Que
ocorre com um processo dindmico da cdrie em dentina, com episddios ciclicos de
desmineralizacdo e remineralizacdo (Marshall et al., 1997). Um estudo utilizando imagens
por espectroscopia transformada de Fourier - RAMAN mostrou que a fase mineral da
dentina afetada por cdrie apresentava-se menos cristalina, € com menor quantidade de
mineral (Wang et al., 2007). Cristais minerais na dentina afetada por cdrie estdo dispersos
e randomicamente distribuidos, com cristais de apatita maiores e espacos intercristalinos
comparados com a dentina higida (Daculsi et al., 1979). A matriz organica da dentina
contém diferentes proteinas extracelulares, como coligeno tipo I, proteoglicanos,
fosfoproteinas e sialoproteinas dentindrias, no entanto, alteragdes na estrutura da matriz
organica associada a cdrie e alteracdo na quantidade dos componentes desta matriz, ja
foram reportadas (Daculsi et al., 1979).

H4 também uma camada transparente, localizada abaixo da camada de destruicdo
(mais superficial), que se forma durante o processo carioso, a partir do continuo depdsito de
mineral que ocorre no limen dos tdbulos, formando uma camada de esclerose dentinaria.
De fato, a maioria dos tubulos dentindrios na dentina afetada por cérie sdo ocluidos por
cristais minerais. Os cristais no limen dos tdbulos tornam o indice refratario do Iimen
similar ao da dentina intertubular, o que torna esta camada transparente (Nakajima et al.,

2011).



Como hd perda mineral da matriz dentindria durante o processo carioso, esse
volume € substituido por dgua. Sendo que, o conteddo normal de dgua é de 20% na dentina
higida, e a dentina afetada por cdrie, por sua vez, mostrou maiores valores que variaram de
14% a 53%. Além disso, a permeabilidade da dentina afetada por cdrie diminui também
devido a oclusao dos tibulos (Nakajima et al., 2011).

Quanto a microbiologia, é bem conhecido que a cérie dentdria é uma doenca
decorrente da atividade bacteriana localizada, sendo a espécie mais influentes os
Streptococos do grupo Mutans que podem estar presentes na placa bacteriana, na saliva e
na lingua. Porém, a cariogenicidade provida por esses microrganismos decorre de
caracteristicas como a acidogenicidade, pela producdo de dcidos a partir da fermentacdo e
carboidratos e agucares, e aciduricidade apresentada, estando estas relacionadas a perda
mineral promovida pelos acidos produzidos, sendo que o pH final do meio de cultura
contendo estes microrganismos pode variar de 4,36 a 3,89 (Marshall et al., 1997).

Com o desenvolvimento da cdrie, ciclos de desmineralizacdo e remineraliza¢io
podem promover a deposi¢do de grandes cristais de fosfato de célcio, que sdo menos
soliveis ao condicionamento dcido do que a hidroxiapatita da dentina normal, dificultando
a unido com os materiais restauradores, podendo diminuir a resisténcia dente/material
restaurador (Pashley & Carvalho, 1997; Nakajima et al., 2011). Outro fator que dificulta a
estruturacdo da interface da unido € a smear layer, que decorre dos preparos cavitarios com
instrumentos rotdrios, entre outros; e resulta na formacao de uma camada de residuos sobre
a superficie dentindria, cujas caracteristicas sdo dependentes do método/instrumento
utilizado, como sua densidade e espessura. A smear layer preenche os orificios dos tibulos
dentinérios, formando tampdes de smear, causando a reducdo na permeabilidade da dentina.
No entanto, as microporosidades na smear layer ainda permitem difusdo do fluido
dentinario (Omar et al., 2007; Wei et al., 2010).

A smear layer dentindria é composta principalmente de microparticulas de debris
do coldgeno mineralizado, e difere, tanto em composi¢do como em estrutura, da camada de
dentina subjacente. A smear layer formada na dentina afetada por carie pode ser diferente
quimica e morfologicamente daquela formada na dentina higida, isso por que a dentina

afetada por cdrie é parcialmente desmineralizada, diferindo principalmente quanto ao



contetido mineral e orgadnico, comparado com a dentina higida. De fato, a smear layer da
dentina afetada por cdrie é mais grossa e parece ser enriquecida de componentes organicos,

comparada aquela da dentina higida (Omar et al., 2007; Erhardt et al., 2011) (Figura 1).
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Figura 1. Figura ilustrativa da smear layer da dentina higida e da dentina afetada por cérie.
A smear layer da dentina afetada por cérie é grossa e enriquecida de componentes
organicos (B) comparada com a smear layer da dentina higida (A).

Fonte: Nakajima et al., 2011.

Além disso, quanto as propriedades mecanicas, a dentina afetada por carie pode
apresentar metade dos valores de dureza comparada com a dentina higida por causa dos
depésitos oclusais dos tibulos dentindrios (Erhardt et al., 2011; Sirin Karaarslan et al.,
2012). Além disso, a resisténcia de unido resina-dentina afetada por cérie é mais baixa que
que os valores obtidos para a dentina higida, e essa caracteristica tem uma correlacao
positiva com a dureza Knoop com relagdo ao substrato (Wei et al., 2010; Erhardt et al.,

2011; Nakajima et al., 2011; Pacheco et al., 2013).

2.2 SISTEMAS ADESIVOS

Com o desenvolvimento de novas técnicas restauradoras, houve o aprimoramento
dos materiais restauradores, e os sistemas adesivos tornaram-se elementos fundamentais em
diversas aplicacdes clinicas, sendo responsaveis pela unido do material restaurador as

estruturas dentdrias (Proenga et al., 2007; Nakajima et al., 2011).



Os sistemas adesivos resultam da combinacdo entre mondmeros resinosos de
diferentes pesos moleculares e viscosidades, diluentes resinosos e solventes organicos,
como: acetona, etanol e dgua (Omar et al., 2007). Os mondmeros resinosos podem ser
hidréfilos, os quais permitem que o adesivo seja compativel com a umidade natural do
substrato dentindrio, ou hidr6fobos, que apresentam maior peso molecular, sdo mais
viscosos e conferem maior resisténcia mecanica e estabilidade ao material (Swift ef al.,
1995).

Mas sabe-se que a unido resina-dentina constitui-se em um desafio pois, uma vez
que este substrato € intrinsecamente imido, tornando o procedimento adesivo altamente
sensivel, depende de um protocolo bem definido e executado pelo operador (Swift et al.,
1995; Perdigao et al., 2007).

De acordo com a classificacdo, os sistemas adesivos podem ser divididos em
convencionais (condiciona e lava) ou autocondicionantes (Frankenberger et al., 2001).

Os adesivos convencionais s3o o0s sistemas que empregam o passo de
condicionamento 4cido da superficie de esmalte e dentina separadamente dos outros passos
clinicos. Podem ser de dois passos (o condicionamento dcido feito separadamente, com
dcido fosférico entre 30% e 37%; e a combinacdo de primer e agente adesivo em um Unico
frasco), ou trés passos (o condicionamento dcido, com acido fosférico entre 30% a 37%, o
primer e o agente adesivo em frascos separados). Estes sistemas adesivos produzem a
remog¢ao completa da smear layer e desmineralizagdo da subsuperficie dentindria intacta,
através da utilizagdo do condicionamento 4dcido, mesmo considerando curtos periodos de
condicionamento (Perdigao et al., 2007; Wei et al., 2010).

A aplicagdo do sistema adesivo, tem como objetivo a hibridizagdo, ou seja,
formacdo da ‘“camada hibrida”, a qual pode ser definida como impregnacdo de um
monodmero a superficie dentindria desmineralizada, formando uma camada acido resistente
de dentina refor¢ada por resina (Nakabayashi ez al., 1991; Milia et al., 2012).

Deve-se considerar que os sistemas adesivos que contém dgua na sua formulacdo e
que, consequentemente, evaporam mais lentamente, devem ser aplicados de forma ativa, de
modo a favorecer a evaporagcdo da dgua ja no momento da aplicagdo. Estes apresentam

menor sensibilidade em relacio a umidade de superficie e modo de aplicacdo. J4 os



sistemas adesivos que ndao contém dgua e que, normalmente, contém solventes altamente
volateis como a acetona e o etanol, ndo devem ser aplicados de forma ativa, sob o risco dos
solventes evaporem precocemente e ndo exercerem sua funcdo de deslocar a dgua residual,
presente entre as fibrilas, comprometendo a infiltracio dos mondmeros resinosos (Wei et
al., 2010; Perdigao et al., 2010).

Quando a profundidade de desmineralizacdo da dentina € maior que a infiltracdo
dos mondmeros resinosos, as fibrilas de coldgeno desmineralizadas e ndo envoltas por
resina, ou seja, expostas, tenderdo a sofrer lenta degradacdo enzimdtica da matriz de
coldgeno pelas enzimas do hospedeiro (Hashimoto er al., 2010), além de permitir a
percolacdo da dgua para o interior da camada hibrida, a chamada nanoinfiltracdo, que pode
levar a hidrélise dos polimeros, e compromete a durabilidade da unido. Clinicamente, a
degradacdo desta interface pode enfraquecer a adesdo e conduzir a sensibilidade do
paciente, formacdo de cdries secunddrias e fendas entre o dente e o material restaurador
(Lenzi et al., 2012).

Na tentativa de eliminar uma das principais falhas no processo de adesdo ao
substrato dentindrio, o excesso de desmineralizacdo que distancia a drea desmineralizada e
a drea infiltrada pelo agente de unido, foi proposta uma técnica adesiva com sistemas de
unido denominados de autocondicionantes. Esses sistemas ndo requerem a aplicacdo
isolada de d4cido para produzir porosidades no substrato, mas apresentam em sua
composi¢do mondmeros dcidos (pH aproximadamente 2,8) que teoricamente
condicionariam o substrato simultaneamente a penetracdo do adesivo. Embora os sistemas
autocondicionantes apresentem como vantagem a auséncia do passo operatorio de
condicionamento 4cido, ainda ndo se pode afirmar que ocorreria a perfeita penetracdo dos
monodmeros entre as fibrilas de coldgeno expostas pelo condicionamento dcido (Perdigao et
al., 2013; Tjdderhane et al.,2013).

Diversos tipos de sistemas adesivos encontram-se disponiveis no mercado com o
objetivo de simplificar as técnicas de aplicacdo, e suas formulacdes foram sendo
modificadas, de modo que se tornassem altamente hidréfilas e compativeis com o substrato
dentindrio umido. Além disso, existe a tendéncia de que a simplificagdo dos materiais e do

uso reflita o desejo da reducdo do tempo clinico e eficiéncia do material; no entanto, essa
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evolucdo nem sempre vem acompanhada por bons resultados, que se traduzam em
durabilidade e resisténcia desses materiais (Frankenberger et al., 2001; Joves et al., 2013).

Os mondmeros resinosos dcidos dos sistemas adesivos autocondicionantes
permitem o tratamento da camada de detritos, a desmineralizacdo da por¢do mais
superficial da dentina subjacente e, simultaneamente, a infiltracdo da resina adesiva nos
tecidos dentais, ou seja, a smear layer € incorporada na interface de unido. Tay et al. (2000)
observaram que os primers autocondicionantes utilizados (Clearfil SE Bond e Clearfil Liner
Bond 2V) penetravam de 3 a 4 um pela smear layer e foram capazes de desmineralizar a
dentina intertubular em profundidades de 0,4 a 0,5 um. Nesses sistemas ocorreu a difusao
dos agente resinosos por entre as fibrilas de coldgeno na por¢c@o mais superficial da dentina
(0,1 a 0,2 um), formando uma camada hibrida pouco espessa. No entanto, apesar da
pequena espessura desta camada, geralmente abaixo de 2 pm, alta resisténcia de unido
inicial foi obtida.

O sistemas autocondicionantes podem ser de dois passos, onde o agente
condicionador e o primer estdo combinados em um mesmo frasco e o adesivo hidr6fobo é
aplicado separadamente; ou de passo Unico, que combina dcido, primer e adesivo em uma
mesma aplicagdo (Perdigdo et al., 2007). Alguns autores relataram que estes materiais sao
menos suscetiveis as variagdes de umidade da dentina (Osorio et al., 2008). Isso ocorre
porque o primer € acidificado, ou seja, a0 mesmo tempo em que condiciona a estrutura
dentdria promove, junto com o adesivo, o embricamento micromecanico, o que elimina a
etapa do condicionamento com 4cido fosforico, e a posterior lavagem e secagem,
resultando em profundidade menor desmineralizagdo da estrutura dentéria (Perdigdo et al.,
2010). Esses primers dcidos apresentam capacidade tampao, com um pH entre 1,5 e 4,5 na
superficie dentindria um minuto apds a aplicacdo, o que preserva o ataque da dentina
mineralizada higida subjacente, levando a menor extensdo de desmineralizacao (Marshall et
al., 1997).

Estudos utilizando a dentina afetada por carie tém demonstrado que as
caracteristicas da smear layer presente compromete a eficicia dos sistemas
autocondicionantes, pois é composta por coldgeno desorganizado e por particulas de

detritos minerais (Pashley et al., 1993; Spencer et al., 2001).
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Dessa forma a smear layer presente na dentina afetada por carie pode favorecer a
adesdo pelos sistemas adesivos autocondicionantes (Nakajima et al., 2011).

A composi¢dao dos diferentes sistemas adesivos, seu mecanismo de acdo nos
substratos dentindrios, a forma de aplicacdo clinica e os desafios existentes no ambiente
bucal constituem-se fatores essenciais para o sucesso e durabilidade da unido adesiva
(Frankenberger et al., 2001; Perdigdo et al., 2007).

O conhecimento das caracteristicas intrinsecas da dentina favoreceu o
desenvolvimento de sistemas adesivos com formula¢des cada vez mais hidrofilas,
possibilitando a retencdo dos compdsitos resinosos a dentina e garantindo o sucesso
imediato do procedimento adesivo neste substrato (Pashley & Carvalho, 1997; Ceballos et
al., 2003). Porém, em médio e longo prazo, muitas restauracdes perdem a capacidade de
selar e proteger os tecidos dentdrios integros, levando a formagdo de fendas e infiltracao
marginal e recorréncia da cérie, o que caracteriza o insucesso das restauragoes adesivas
(Omar et al., 2007; Perdigdo et al., 2007; Toledano et al., 2007).

Quando o substrato dentindrio apresenta-se afetado por cdrie, as diferencas de
estrutura e composicdo encontradas nao interferem apenas no procedimento de
condicionamento 4cido, mas também na penetracio dos mondmeros resinosos na dentina
desmineralizada, o que induz a grandes diferencas na interface adesiva quando comparada a
encontrada em dentina higida (Perdigdo et al., 2007; Wei et al., 2010). Virios estudos
mostraram que a resisténcia de unido dos sistemas adesivos a dentina cariada é menor do
que a dentina higida (Swift et al., 1995; Joves et al., 2013). A dentina afetada por cérie
apresenta maior permeabilidade na dentina intertubular e baixa permeabilidade na dentina
intratubular. A maior permeabilidade da dentina intertubular esta associada ao fato de que o
condicionamento &4cido ataca mais este substrato, o qual jd se encontra parcialmente
desmineralizado, e € mais poroso que a dentina higida, levando a maior infiltracdo do
sistema de unido. J4 a infiltracdo do adesivo na dentina intratubular € dificultada pela
presenca de depdsitos de minerais nos tubulos dentinarios, que sdo resistentes ao ataque
acido, atuando como barreira, que diminui a infiltracdo do 4dcido e do sistema adesivo

(Perdigao et al., 2010; Wei et al., 2010; Nakajima et al., 2011).
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O uso de écido fosférico parece ser muito agressivo para a dentina afetada por
cérie, entretanto, acidos fortes ou longos periodos de condicionamento foram sugeridos
para solubilizar os depdsitos de minerais presentes na luz dos tdbulos dentindrios,
permitindo assim a formacdo dos “tags” de resina, o que aumentaria a resisténcia de unido
dentina-resina. Arrais et al. (2004), relatou que a extensdo do tempo do ataque &cido
fosférico a 35%, de 15 segundos(s) para 45s, aumentou a resisténcia de unido do Single
Bond (3M ESPE) a dentina afetada por cdrie, no entanto a resisténcia de unido continua a
ser menor que a dentina higida. E mesmo apds longos periodos de exposi¢ao, observou-se
que os cristais ainda sdo resistentes a dissolucdo 4cida. O longo periodo de
condicionamento apenas produz uma camada desmineralizada mais profunda na dentina
intertubular. Dessa forma, a unido a dentina afetada por cdrie requer tratamentos

especificos, como a utilizacdo dos agentes antioxidantes (Arrais et al., 2004).

2.3 DURABILIDADE DA UNIAO A DENTINA AFETADA POR CARIE

Shono et al. (1999) foram os primeiros que demonstraram a diminuicdo a
resisténcia da unido resina/dentina ao longo do tempo. A partir de entdo, a preocupagdo
com a durabilidade da unido resina/dentina tomou corpo, e alguns estudos utilizando vérios
tipos de sistemas adesivos foram testados e demonstraram queda na resisténcia da unido ao
longo do tempo (Hashimoto, 2010). Por isso a importancia de estudar protocolos que
previnam essa acao.

As restauracdes adesivas sdo expostas a diversos desafios na cavidade oral.
Estresses oclusais e térmicos, desafios dcidos e enzimaticos, que podem afetar a interface
de unido resina/dentina, comprometendo a integridade da restaurag@o.

Na verdade, a degradacao da interface de unido se deve a vérios fatores, além dos
citados, dentre eles, a exposi¢do a dgua proveniente do fluido dentindrio, do meio ambiente
oral e de fatores enzimaticos, inerentes ao hospedeiro (Tjaderhane et al., 2013). Porém,
qual desses fatores atua primordialmente na desestabilizacdo da unido, ainda ndo foi

estabelecido.
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Acredita-se que a desestabilizacdo da unido resina/dentina se inicia com a a¢do do
dcido na regido dentindria, onde as fibras coldgenas expostas pelo condicionamento ndo sao
totalmente permeadas pelo adesivo. Uma hipétese para a degradacdo da unido
resina/dentina encontra-se baseada nos danos proporcionados pela remo¢do dos minerais
pelo condicionamento 4cido, por 4cido fosférico, por mondmeros resinosos dcidos durante
o procedimento adesivo, ou pela cérie. Essa desmineralizacdo expde parte da matriz de
coldgeno, causando alteracdes no arranjo molecular, como por exemplo, a quebra das
ligacdes cruzadas entre as fibrilas do coldgeno, expondo sitios cataliticos de unido. A
matriz de metaloproteinases (MMPs) tem sido envolvida em vdrios processos patologicos e
fisiol6gicos do complexo dentina-polpa (Tjiaderhane et al., 2001). A deteccao das MMPs
em dentina mineralizada e afetada por cdrie indica que estas estdo presas na periferia da
dentina, e podem ser ativadas quando expostas a desmineralizacdo acida (Tezvergil-
Mutluay et al., 2013). As MMPs encontram-se na dentina, principalmente as MMP-9, sao
especialmente ativadas em pH dcido, e sugere-se que estejam envolvidas na degradagao da
matriz dentindria em processo de cédrie de dentina. Ainda, essa exposicao altera as fibras
coldgenas na interface dentina-resina que podem ficar mais suscetiveis a desorganizacio e
desnaturacdo do coldgeno na exposicdo direta a dgua, principalmente na interface adesiva
(Perdigdo et al., 2013).

Estudos de durabilidade de unido a dentina afetada por cérie ainda sdo limitados
(Nakajima et al., 2011). As fibrilas de coldgeno na camada hibrida que estdo presentes na
resina adesiva sobrejacente mineralizada que foi destruida, sdo os unicos elementos
estruturais continuos que ligam a camada adesiva a dentina subjacente, e sua perda
coincidiu com diminui¢des na forga de ligagdo (Carrilho et al., 2007).

Erhardt et al. (2008) reportaram que a dentina afetada por carie diminuiu a
resisténcia de unido independente do sistema adesivo usado apds 6 meses de exposi¢ao da
interface a dgua. Eles indicaram que a interface de unido na dentina afetada por cérie estava
mais inclinada a degradagdo hidrolitica do que a dentina higida. Recentemente, Pashey et
al. (2004) demonstraram que as MMPs na matriz da dentina promovem a exposi¢do a
degradacao do coldgeno desprotegido, com incompleta infiltracdo da dentina apds o ataque

acido. O uso de inibidores de MMPs, apds o ataque 4cido, poderia prevenir € minimizar a
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degradacdo do coldgeno exposto e com incompleta infiltracdo da resina na camada hibrida,
contribuindo para a longevidade da camada hibrida e manuten¢do da resisténcia de unido.
Van Meerbeek et al. (1998) e Tay et al. (1996) encontraram manchas de metal
pesado entre as fibrilas coldgenas em imagens analisadas em Microscopia Eletronica de
Transmissdo (TEM) e 20 nm de espacgos interfibrilares, provavelmente preenchidos com
resina infiltrada. Armstrong et al. (2004) foram os primeiros a examinar cuidadosamente
tais camadas hibridas em dentina-resina, que haviam sido armazenadas em 4dgua por 5 anos.
A imagens em TEM revelaram que quase 70% das fibrilas de coldgeno havia desaparecido.

E tinham um aspecto de "ghost-like".

2.4 AGENTES ANTIOXIDANTES

Aproximadamente 50% do volume da dentina é composto de minerais, o resto é
colageno tipo I e proteinas ndo colagenosas (30%) e dgua (20%). Durante a unido com os
compositos restauradores, os componentes minerais da superficie e subsuperficie da dentina
sdo removidos em totalidade pelo ataque 4cido nos adesivos convencionais, ou
parcialmente nos primers dos adesivos autocondicionantes. Na realidade, no entanto, os
mondmeros adesivos ndo sdo capazes de encapsular a matriz de coldgeno exposta, deixando
as fibras de coldgeno total ou parcialmente expostas na base da camada hibrida, sem a
protecdo da resina polimerizada. A falta da protecdo da resina e presenga de dgua deixam as
fibras coldgenas desmineralizadas vulnerdveis a degradagao hidrolitica.

A degradacdo das fibras coldgenas e componentes hidréfilos da resina causam a
destruicio da camada hibrida e perda da resisténcia de unido ao longo do tempo.
Recentemente, estudos sobre a presenga e a funcdo das MMPs na degradacdo da camada
hibrida aumentaram, levando as pesquisas a descobrir como prevenir ou inibir sua a¢ao.

Devido ao elevado potencial de desinfec¢do, os hipocloritos sdo conhecidos e
empregados em grande escala.

A técnica da desproteinizagdo da dentina tem sido desenvolvida com solugdo de
hipoclorito de s6dio (NaOCl) em diferentes tempos e concentracOes. Essa substincia é

utilizada para remocdo das fibras coldgenas, apds o condicionamento dcido, por ser um
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agente proteolitico, ndo especifico, capaz de remover matéria organica e ainda solubilizar
as fibrilas que estdo abaixo da matriz mineralizada (Toledano et al., 2002).

A solugdo de hipoclorito de sodio (NaOCl) pode dissolver efetivamente o
substrato organico dos materiais bioldgicos. Taniguchi et al. (2009), demonstraram que o
tratamento com NaOCIl da smear layer que cobre a dentina afetada por cdrie, corroeu e
diluiu os componentes organicos desta. Além disso, eles reportaram que o pré-tratamento
com NaOCl a 6%, por 15s, pode aumentar significativamente a resisténcia de unido dos
sistemas adesivos autocondicionantes de 1 e 2 passos a dentina afetada por cérie, enquanto
que o pré-tratamento com NaOCI por 30s ndao os afetaram. Por outro lado, para a dentina
higida, o pré-tratamento de NaOCI por 15s ndo alterou a resisténcia de unido, e por 30s
reduziu a resisténcia. Tem sido especulado que a aplicacdo de NaOCI, por 30s ou mais,
resulta na reacdo dos radicais livres residuais, resultantes do tratamento da dentina com o
NaOCl, e que tem produzido o efeito antioxidante do NaOCI, e isso compete com a
propagacdo de radicais livres gerados durante a ativagdo da luz, resultando na reagdo
prematura em cadeia e polimerizagao incompleta.

O hipoclorito de s6dio apresenta desvantagens, como a formagdo de subprodutos
indesejdveis, por exemplo, os 4cidos graxos, criando uma pelicula viscosa sobre a dentina
que ¢é de dificil remocdo. Além disso, esta substancia requer tempo de aplicacdo de até 2
minutos para completar a remog¢do do coldgeno, e tem limite de concentragdo entre 6 a 12%
(Tezvergil-Mutluay et al., 2013).

Especula-se que a dissolugdo parcial das fibrilas de colageno e/ou desestabilizacdo
das moléculas que compdem a estrutura da dentina ocorrem durante a desproteiniza¢do, um
fator que pode comprometer a formacido de uma interface de ligagcdo resistente. O uso do
hipoclorito de sédio ainda € controverso, especialmente pelos resultados de resisténcia de
unido serem dependentes do sistema adesivo utilizado (Correr et al., 2004; Erhardt et al.,
2008; Sauro et al., 2009). Perdigdo et al. (2000), relataram que o oxigénio liberado do
hipoclorito de sodio € outro fator que pode justificar a diminui¢io do valor da resisténcia de
unido, pois pode inibir a polimerizacdo do sistema adesivo e ainda comprometer o

desempenho mecanico da interface adesiva.

16



Além deste agente, o 4dcido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) inativa as MMPs
e preserva as propriedades mecanicas. O EDTA como 4cido jé foi sugerido para favorecer a
maior resisténcia da camada hibrida a degradacdo e produzir aumento imediato da
resisténcia de unido onde foi realizada a exposi¢do ao NaOCl (Yamauti et al., 2003). O
EDTA dissolve a fase mineral dentindria sem deslocar as proteinas da dentina, evitando
maiores alteracdes na estrutura fibrilar do coldgeno e conferindo estabilidade para a matriz
organica. A manutencdo da resisténcia de unido obtida apds o tratamento com EDTA na
dentina afetada por cérie pode ser relacionada a sua capacidade de prevenir as mudangas de
configura¢do induzidas pelo -H', preservando o cardter poroso da matriz de coldgeno
tratada (Marshall et al., 1997; Osorio et al., 2005).

Isto pode ser devido a melhor infiltracio da resina na matriz de coldgeno
desmineralizada com EDTA, de forma que o mineral residual nas fibras de coldgeno pode
aumentar a estabilidade da matriz organica e desempenhar o papel protetor das fibrilas de
coldgeno que nao foram completamente infiltradas por resina. Estas fibrilas de coldgeno
inalteradas sdo responsdveis por conter a maioria do mineral intrafibrilar e, portanto, sao
menos afetadas por desidratacdo, uma vez que o apoio estrutural do mineral esta presente e
a infiltracdo da resina pode ser facilitada (Sauro et al., 2009).

J& o NaOCl dissolve completa ou parcialmente as proteinas expostas
independentemente da presenca, auséncia e/ou inibi¢do das enzimas ligadas ao coldgeno.

Essas solucdes poderiam ter um papel importante na preservagdo da unido
resina/dentina. Trabalhos realizados com os dois agentes, mostraram melhor desempenho
do EDTA em relacdo ao NaOClI na resisténcia de unido (Carvalho et al., 2003; Sauro et al.,
2009). E segundo Sauro et al. (2009), subtratos tratados com estes agentes de imediato
diminuiram a resisténcia de unido, mas outros estudos realizados (Sauro et al., 2009;
Taniguchi et al., 2009; Sauro et al., 2011) que observaram o comportamento dos agentes ao
longo do tempo, mostraram aumento da penetracdo dos sistemas adesivos e preservacdo da
interface resina-dentina. Ainda, outros trabalhos sugerem que para a remog¢ao completa do
material organico e inorganico é recomendado o uso dos agentes simultaneamente (Sano et

al., 1995; Carvalho et al., 2000).
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2.5 RESISTENCIA DE UNIAO E NANOINFILTRACAO

Dos ensaios mecanicos, o mais utilizado para avaliar a resisténcia de unido de
materiais, e que tem melhor precisdo € o ensaio de microtracdo. A metodologia utilizada é
uma variacdo do teste de tracdo, desenvolvida por Sano ef al. (1994) que facilita a
verificacdo da magnitude da resisténcia, pois limita a acdo das forcas de tracio em uma
pequena drea da interface adesiva. Este método oferece versatilidade e € de grande
relevancia para estudos de adesdo de materiais restauradores utilizados clinicamente
(Pashley et al., 1999).

O substrato dentindrio ¢ um complexo biologicamente hidratado, com tdbulos
constituidos por processos celulares e fluidos, dentina peritubular altamente mineralizada e
dentina intertubular composta principalmente de coldgeno e depdsitos de apatita, sendo que
as caracteristicas regionais podem ser modificadas por processos fisiologicos, idade e
doenca. Além disso, a presenga da smear layer e a variacdo morfoldgica e estrutural da
dentina dificultam os procedimentos adesivos, o que talvez possa explicar a variabilidade
dos resultados de testes de resisténcia de unido (Pashley et al., 1999).

Carvalho et al. (2001) confirmaram a hipdtese de que a orientagdo e a densidade
dos tubulos dentindrios podem influenciar na resisténcia de unido, e que essa tende a ser
mais fraca quando o nimero de tibulos por drea € aumentado.

Pashley et al. (1996) afirmaram, com relacdo a variabilidade existente entre as
diferentes regides da dentina, que os valores de adesdo sdo maiores em dentina superficial
do que em profunda, por causa da nio uniformidade na quantidade de tudbulos, da
permeabilidade da dentina e da velocidade de movimentacdo do fluido dentinirio nos
tubulos que podem sofrer interferéncia sob pressao pulpar.

A verificacdo da interagcdo entre tecido biologico e biomateriais na interface é de
extrema importancia. Sendo assim, para avaliar a resisténcia de unido da interface resina-
dentina, um dos testes realizados é o ensaio de microtra¢io, no qual os espécimes usados
sdo preparados de modo a resultar em seccdes transversais com drea de aproximadamente 1
mm’, produzindo distribui¢io mais uniforme da tensio e resultados mais precisos do que os

testes de tragdo e cisalhamento, que utilizam 4rea de 7 a 12 mm”. Os espécimes utilizados
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no teste de microtracdo sdo obtidos a partir de sucessivos cortes do mesmo utilizando
discos diamantados. Esses cortes geram fatias delgadas e, estas originam basicamente dois
tipos de amostra: em forma de ampulheta ou em forma de palito, e através de uma maquina
de ensaio universal é realizado o teste de resisténcia de unido do material aderido a
estrutura dental. Nestes testes, com o uso dos sistemas adesivos atuais, associados as
técnicas de condicionamento total e adesdo a dentina imida, duas evidéncias passaram a ser
registradas: aumento, tanto dos valores de resisténcia adesiva, quanto do nimero das
fraturas coesivas em dentina, permanecendo a interface de unido intacta (Sano et al., 1994;
Pashley et al., 1999).

Os resultados deste estudo demonstram que a “natureza” dinamica da morfologia
do substrato dentindrio € certamente um fator importante para os mecanismos de adesdo de
materiais restauradores na estrutura dentdria. Neste sentido, os diferentes resultados de
resisténcia de unido encontrados na literatura, com diferentes sistemas adesivos, favorecem
a necessidade de pesquisas adicionais, laboratoriais e clinicas, para obter um sistema
adesivo que promova adequada adesdo em todos os niveis de profundidade dentindria.
Além disso, a variabilidade associada ao teste de microtracdo diminuiu para 10-25%, ao
invés de 30-50% comumente encontrada nos testes convencionais, garantindo uma maior
fidelidade nos resultados (Frankenberger et al., 2001).

Um dos testes mais indicados para se avaliar a degradagdo da interface de unido ao
longo do tempo, demonstrando as variacdes que ocorrem nesse local, é o teste de
nanoinfiltracao. O termo “nanoinfiltragdo” foi introduzido para se descrever a ocorréncia de
espacos nanométricos dentro da camada hibrida, mesmo na auséncia de fendas na interface
de unido (Sano et al., 1994). Esta técnica utiliza um tracador de baixo peso molecular como
o nitrato de prata (AgNOs3) para evidenciar tais porosidades na interface. Posteriormente,
esta drea de unido € observada em microscopia eletronica de varredura ou transmissdo. A
deposicdo de grdos de prata na camada hibrida dos sistemas que utilizam o
condicionamento 4cido prévio € atribuida a existéncia de regides onde as fibrilas colagenas
ndo foram totalmente envolvidas pela resina adesiva, ou onde a resina nio foi
adequadamente polimerizada. A degradacdo da unido tem sido atribuida a penetracdo de

fluidos nestas porosidades (Sano et al., 1999; Hashimoto et al., 2001). Uma nova forma de
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manifestacdo da nanoinfiltracdo nas interfaces foi relatada por Li ef al. (2011). E Tay et al.
(2003) observaram a deposicdo de graos de prata ndo sé na camada hibrida, mas também na
camada de adesivo.

Sabe-se que as propriedades mecanicas dos adesivos podem influenciar as
propriedades da interface de unido e, consequentemente, podem estar relacionadas com a
longevidade das restauracoes (Milia et al., 2012).

Nos adesivos que utilizam o condicionamento &4cido prévio, a presenca dos
solventes organicos, como o etanol e a acetona, ¢ de fundamental importancia para que
ocorra a remocao da dgua existente na regido de dentina desmineralizada e a substituicao
pela resina adesiva. Apesar desse papel crucial na infiltragio dos mondémeros na rede de
coldgeno exposta pelo condicionamento 4cido, a evaporacdo incompleta desses solventes e
da 4gua pode ocorrer (Pashley et al., 1998). A presenga de dgua e solventes residuais pode
interferir na polimerizacdo dos adesivos, diminuindo a qualidade da unido e permitindo a
ocorréncia de porosidades nanométricas na camada hibrida (Pereira et al., 2001).

A ocorréncia da nanoinfiltracdo nas interfaces resina-dentina produzidas pelos
sistemas adesivos € dificil de ser evitada. A manifestacdo dos padrdes de nanoinfiltragao
varia consideravelmente, dependendo principalmente da composi¢cao, do modo de aplicacao
dos materiais utilizados e do tempo de armazenamento dos espécimes (Reis et al., 2007;
Reis et al., 2004). A utilizacdo do nitrato de prata amoniacal permite a visualizagdo nao
somente de regides onde existem espacos ndo infiltrados pelo adesivos, mas também de
grupos polares hidréfilos que permitem a formagdo de pontes de hidrogénio com moléculas
de agua. Inicialmente, o conceito de nanoinfiltracao foi atribuido as regides da camada
hibrida que ndo haviam sido completamente infiltradas pela resina adesiva (Tay et al.,
2002). Assim, ndo era de se esperar que a nanoinfiltragdo fosse observada em interfaces de
unido produzidas por sistemas adesivos autocondicionantes, que desmineralizam e infiltram
a dentina simultaneamente. Entretanto, foi provado que esse conceito ndo se aplica a
realidade (Pereira et al., 2001; Okuda et al., 2002; Tay et al., 2002). Os trabalhos
demonstram a ocorréncia da nanoinfiltracdo em interfaces produzidas tanto pela técnica de
condicionamento 4cido prévio quanto pela técnica autocondicionante (Tay et al., 2002;

Carvalho et al., 2005).
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Uma vez que o mecanismo de degradacdo das interfaces da dentina afetada por
cérie ainda ndo foi totalmente elucidado e controlado, a investigacdo em longo prazo das
propriedades fisicas dos sistemas adesivos, da resisténcia de unido, da nanoinfiltracdo, e a
utilizacdo de agentes antioxidantes pode trazer melhorias importantes nos procedimentos

adesivos uma vez que estes sdo indispensdveis na prética clinica.
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3 PROPOSICAO

Avaliar a efetividade de antioxidantes no tratamento da dentina afetada por cérie,
considerando o tipo de adesivo e tempo de armazenamento. Os fatores em estudo sdo o
tratamento da dentina, tempo de armazenamento e tipo de adesivo sendo as varidveis de
resposta:

a. Resisténcia de unido e padrdo de fratura;

b. Nanoinfiltracdo da camada hibrida.

Baseando-se nas informacdes e na revisdo de literatura apresentadas, a seguinte
hipétese foi testada neste trabalho:

O tratamento com agentes antioxidantes aumenta a resisténcia de unido

resina/dentina afetada por cérie, diminui a nanoinfiltracio na camada hibrida, ao

longo do tempo e € diferente para os sistemas adesivos autocondicionantes e

convencional (do tipo condiciona/ lava — “etch & rise”).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CONSIDERACOES ETICAS

Este estudo foi conduzido apés a aprovacido pelo Comité de Etica e Pesquisa da

Faculdade de Odontologia de Piracicaba, Universidade Estadual de Campinas (Anexo 1).
4.2 DELINEAMENTO DO ESTUDO

O modelo experimental totalmente casualizado, em um modelo fatorial a x b x c.
Os fatores em estudo foram: a. tratamento (Controle — sem tratamento, NaOCl a 6% e
EDTA, 0,1M); b. sistema adesivo (Clearfil SE Bond e Adper Single Bond 2); ¢. tempo de
armazenamento (24 h, 12 e 18 meses). Os grupos de estudo constituidos para este

experimento podem ser observados na Tabela 1.

Tabela 1 - Distribuicdo dos grupos de acordo com os fatores em estudo.

Sistemas Adesivos
Tratamento da Tempo de Clearfil SE Bond Adper Single Bond 2

Dentina Armazenamento (n=6) (n=6)

24 h
NaOCl a 6% (n=6) 12 meses G3 G4

18 meses G5 G6

EDTA 0,1 M 1224 h 27 8
meses 9 G10
(pH=7.4) (n=6) 18 meses Gl1 G12
Sem tratamento 24 h G13 Gl14
(Grupo Controle) 12 meses G15 Gl6
(n=6) 18 meses G17 G18
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4.3 PREPARO DOS ESPECIMES

Cento e oito terceiros molares humanos higidos foram obtidos, higienizados e
limpos com pasta de pedra-pomes utilizando uma escova de Robson, e em seguida foram
armazenados em dgua deionizada a 4°C por até dois meses ap0s a extracdo (Figura 2- a). A
dentina média foi determinada para cada dente por meio de uma tomada radiogrifica,
utilizando a técnica bitewing e uma tela milimetrada, considerando a distancia entre a
jungdo esmalte-dentina e a polpa. A porcao oclusal e as raizes (na jungdo cemento-esmalte)
foram seccionadas por um disco diamantado (EXTEX DIA.WAFER, 47x.012 x > HIGH
CONCEN, EXTEC Corp., Enfield, CT, USA - #1010-392) utlizando uma méquina de corte
ISOMET 1000 (Buehler Ltd., Lake Bluff, IL, USA), e depois foram descartadas (Figura 2-
b,c). Os espécimes foram cobertos com verniz dcido resistente para unhas (Colorama; CEIL
Com. Exp. Ind. Ltda., Sao Paulo, SP, Brasil), com exce¢ao da porcao oclusal da dentina, e
foram fixados em tampas plasticas de recipientes de vidro com fio ortodontico (Morelli
Ortodontia Ltda, Sorocaba, SP, Brasil) (Figura 2- d), colocadas no frasco com &4gua

deionizada (Figura 2-e). foram esterilizados por radiacdo gama com dose de 14,5 kGy.
4.4 PRODUCAO DE CARIE

Para a producdo de cdrie foram utilizadas cepas de S. mutans (AU 159) que
estavam armazenadas e foram reativadas, e entdo transferidas para um frasco contendo 50
mL de caldo BHI (Becton Dickinson and Company, Sparks, MD 21152, USA),
suplementado com extrato de levedura (Himedia Laboratories Pvt Ltd., Mumbai, India),
glicose a 0,5% (Synth, Labsynth, Diadema, SP, Brasil), 1% de sacarose (Synth, Labsynth,
Diadema, SP, Brasil) e 2% de S. mutans (AU 159) (Figura 2-f). A concentracdo dessa
suspensdo de bactérias foi mensurada pelo comprimento de onda (densidade Optica) a 660
nm (Aes0), € a coloracdo de Gram foi realizada para verificar se havia contaminagdo por
outras bactérias. A inoculacdo de S. mutans foi realizada somente no primeiro dia do

experimento, mas o meio de cultura foi renovado a cada 48 horas, durante 14 dias (Figura
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2-g,h). A lesdo de cérie foi identificada por meio de microscopia Optica em estudo piloto
(Carvalho et al., 2008).

O tecido cariado infectado e amolecido foi identificado por meio de critério
clinico de sensacdo titil com sonda exploradora e exame visual, identificando-se a
superficie amolecida e umedecida, e removido com broca carbide #8 (KG Sorensen,

Barueri, Sdo Paulo, Brasil) sob baixa rotacdo até a identificacdo do tecido mais endurecido

com cor mais escurecida, como descrito por Carvalho et al. (2008).

Figura 2. Producdo da lesdo de cdrie em dentina. a. Terceiros molares humanos higidos
utilizados no estudo; b. Seccionamento e remog¢do da superficie oclusal; c. Remanescente
oclusal e superficie dentindria utilizado no estudo; d. Espécimes impermeabilizados com
verniz 4cido-resistente; e. Espécimes preparados para esterilizacdo; f-h. Troca da solugdo

utilizada para producdo de carie.
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4.5 TRATAMENTO DA DENTINA POR ANTIOXIDANTES E PROCEDIMENTOS
ADESIVOS

Ap6s a producgdo de cdrie artificial pelo modelo biolégico (S. mutans) e a dentina
infectada removida, os espécimes foram aleatorizados por meio de uma tabela do Excell® e
distribuidos em trés grupos de acordo com o tratamento da dentina realizado,em seguida,
em dois grupos de acordo com o, sistema adesivo empregado e, entdo, em trés grupos de
acordo com o tempo de armazenamento (n=6) (Tabela 1). Os materiais utilizados neste
estudo, assim como, marcas comerciais, principais componentes, fabricantes, nimeros de

lote e os valores de pH dos sistemas adesivos estdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Descri¢do dos sistemas adesivos, composicao, fabricantes, nimeros do lote,

valores de pH e técnica de aplicacdo dos materiais utilizados no estudo.

Sistema Adesivo Composicao Fabricante  Valores
(nimero de pH *
do lote)

(1)Ataque acido (Scotchbond™

Adper Single Bond p
P 2 (S%) Etchant): Acido fosférico a 35% 3;\;[ Ole;eg[tsal
(2) Primer/Adesivo: HEMA, Bis- ’ pH=0.6
. . . St. Paul, L.
GMA, dimetacrilatos metacrilatos, MN. EUA (acido)
etanol, dgua, UDMA, glicerolato de o pH=4.7
. . s (4cido: .
Bisfenol-A, copolimero do acido 25VY - (primer +
2 polialcenoico, canforoquinona . adesivo)
adesivo:
8RY)
Kuraray
Clearfil SE Bond Primer: dgua, MDP, HEMA, Medical
(SE) dimetacrilato hidréfilo, N- Inc, H=20
Dietanol-p-toluidina, Kurashiki, I() I‘i;lel“)
canforoquinona Tokio, p
Adesivo: MDP, HEMA, Bis-GMA, Japao
dimetacrilato hidréfobo,
. Niatano L pH=2.0
Canforoquinona, N-Dietanol-p (Primer: (adesivo)
toluidina, silica coloidal silanizada 00861A)
(Adesivo:
01262A)
Resina Composta
Fotopolimerizavel Heraeus
Charisma Kulzer,
Weheim,

Alemanha
> (010503)

* informagdes do fabricante. BisGMA — bisfenol A diglicidil metacrilato, HEMA — hidroxietil metacrilato; MDP — 10-

4cido fosforico metacriloiloxidecametileno; UDMA — uretano dimetacrilato.

Durante o procedimento restaurador, de acordo com os grupos (antes da aplicacdo
do primer nos sistemas autocondicionantes e apds o ataque dcido nos sistemas adesivos
convencionais), os espécimes foram tratados por 90 segundos com solucdo de hipoclorito
de sédio (NaOCl) a 6% (Proderma, Piracicaba, Sdo Paulo) ou acido etilenodiamino tetra-

acético (EDTA) (0,1 M) (Proderma, Piracicaba, Sdo Paulo), utilizando “microbrush” (KG
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brush Fine, KG Soresen, Cotia, Sdo Paulo — # 6187/0908), e depois levemente secos com
papel absorvente (Perdigdo et al., 2013).

Os procedimentos adesivos foram realizados seguindo as instru¢des dos fabricantes
de ambos os sistemas utilizados (Figura 3).

Adper Single Bond 2 - Foi realizado condicionamento com 4cido fosférico a 37%
(Scotchbond™ Etchant — 3M, Dental Products, MN, EUA — #070410), por 15 segundos,
sobre a dentina afetada, e apds, lavagem com dgua por 30 s. Realizou-se a aplicacdo dos
tratamentos de acordo com os grupos: com soluc@o de hipoclorito de sédio (NaOCl) a 6%
(Proderma, Piracicaba, Sao Paulo) (G2, G4, G6), ou com acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) (0,1 M) (Proderma, Piracicaba, Sao Paulo) (G8, G10, GI12), utilizando
“microbrush” (KG brush Fine, KG Soresen, Cotia, Sdo Paulo — # 6187/0908), e depois
foram levemente secos com papel absorvente (Perdigdo et al., 2013), exceto os grupos
controles (G14, G16, G18), que receberam os sistemas adesivos sem tratamento prévio. O
sistema adesivo foi aplicado com o uso de microbrush e seu espalhamento e remocao de
excesso se deu com leve jato de ar, seguido da fotoativagdo por 10s com o aparelho
VALO® Fotoativador LED de Amplo Espectro (Ultradent, Salt Lake City, Utah, EUA),
cuja intensidade de luz (1400 mW) foi avaliada antes da fotoativagdo com o radidmetro
portétil digital (Hilux Dental Curing Light Meter, Inc. Dental Benlioglu, Turkey).

Clearfil SE Bond - Realizou-se a aplicagdo dos tratamentos de acordo com os
grupos: NaOCl a 6% (G1, G3, GS5), ou com EDTA (G7, G9, Gl1), utilizando
“microbrush”, e depois foram levemente secos com papel absorvente (Perdigdo et al.,
2013), exceto os grupos controles (G13, G15, G17), que receberam os sistemas adesivos
sem tratamento prévio. Foi entdo feita a aplicagdo do Primer com microbrush, por 20 s,
seguido de leve jato de ar e, logo apds, o adesivo foi aplicado com microbrush, e seu
espalhamento realizado com leve jato de ar, sendo entdo fotoativado, por 10 s, utilizando o
aparelho VALO® Fotoativador LED de Amplo Espectro.

A resina composta Charisma, foi utilizada completando o procedimento restaurador,
dessa forma, formando blocos de 4 mm de altura, colocados em incrementos de 2 mm.
Cada incremento foi fotoativado utilizando o aparelho Fotoativador LED Valo (Ultradent,

Salt Lake City, Utah, EUA), cuja intensidade de luz (1400 mW/cmz) foi avaliada antes da
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fotoativagdo com o radiometro portdtil digital (Hilux Dental Curing Light Meter, Inc.
Dental Benlioglu, Turkey). As superficies dentindrias restauradas foram armazenadas em

umidade relativa por 24 h.

l.a N 1.b

4
@9“6 NaOCl a 6% por 90 segundos
ou

@ EDTA (pH=7,4) por 90
v segundos

2.a 2.b a a

NaOCl a 6% por 90 segundos
ou
EDTA (pH=7,4) por 90
segundos

Figura 3. Esquema representativo da aplicagdo dos sistemas adesivos de acordo com os
fabricantes e constru¢do do bloco de resina. 1.a — Aplicagdo do dcido fosférico; 1.b —
Aplicagdo dos tratamentos de acordo com os grupos; 1.c — Aplicacdo do adesivo Adper
Single Bond; 2.a — Aplicacio dos tratamentos de acordo com os grupos; 2.b - Aplica¢do do
sistema adesivo Clearfil SE Bond; 3. Bloco de compdsito. Sendo que apds do ataque dcido
nos sistemas adesivos convencionais € antes da aplicacio do primer nos sistemas

autocondionantes foi realizado a aplica¢do do tratamento de acordo com os grupos.

4.6 ENSAIO DA RESISTENCIA DE UNIAO

Ap6s 24 horas, para o teste de microtracdo, os espécimes foram seccionados
perpendicularmente a interface adesiva com disco diamantado (EXTEX DIA.WAFER,
47x.012 x 2 HIGH CONCEN, EXTEC Corp., Enfield, CT, USA - #1010-392), utlizando
uma miquina de corte ISOMET 1000 (Buehler Ltd., Lake Bluff, IL, USA), com uma
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velocidade de 250 rotagdes por minuto, produzindo palitos de aproximadamente 2,0 mm?®
de édrea de seccdo transversal (Figura 4), mensurada com paquimetro digital (CD-6"BS,
Mitutoyo Corporation, Tokyo, Japan), os quais foram armazenados em dgua destilada a
37°C de acordo com o tempo de armazenamento (24 h, 12 meses e 18 meses).

Os palitos foram individualmente posicionados no centro do dispositivo de
microtracdo e fixados pelas extremidades com adesivo a base de cianocrilato (Super Bonder
Power Flex-Gel Control, LOCTITE, Henkel Ltda, Itapevi, Sdo Paulo, Brasil - # EDF), e
submetidos sob carga de tracdo (50 N) a uma velocidade de 0,5mm/min até ocorrer a
ruptura, na maquina de ensaio EZ-TEST (EZ-S 500N, Shimadzu Corporation, Nakagui-ku,
Kyoto, Japan). A tensdo necessdria para causar ruptura dos espécimes foi determinada pela
razdo entre a carga (Kgf) no momento da fratura e a drea da secdo transversal do espécime
em cm’. Os valores obtidos foram convertidos em MPa e, consequentemente, passaram a se
referir ao valor de resisténcia de unido (RU) de cada espécime testado. Apds a fratura, os
espécimes foram cuidadosamente removidos e armazenados para andlise de padrio de

fratura.
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Figura 4. Sequéncia das etapas de seccionamento dos conjuntos dentina/resina para

obtencdo dos palitos. a. Bloco de resina (Charisma) - dentina (de acordo com os grupos) b.
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Seccdo transversal do bloco no sentido vestibulo-lingual ¢. Sec¢do transversal do bloco no

sentido mesio-distal d. Palitos prontos para o ensaio de microtracao.

4.7 ANALISE DO PADRAO DE FRATURA

Apbs o ensaio de resisténcia de unido, os espécimes fraturados foram coletados,
foram devidamente identificadas e armazenados em d&gua. Posteriormente, todas os
espécimes, foram colocados em recipiente contendo silica e levados a estufa a 37°C por 2
horas para promover sua desidratacdo, sendo entdo pareados e posicionados em porta
espécimes de aluminio para metalizacio com ouro (Balzers-SCD 050 Sputter Coater,
Liechtenstein). Os padrdes de fraturas dos espécimes foram observados em Microscopio
Eletronico de Varredura (MEV) (JEOL-JSM 5600LV, Tokyo, Japao), com aumentos de
50X e 150X. As fraturas foram classificadas em: fratura coesiva, rompimento do tecido
dentindrio ou do compdsito (em dentina ou em resina); adesiva, rompimento da unido na
interface dentina/compdsito; ou fratura mista, rompimento coesivo no compdsito e adesivo

na dentina (Figura 5).
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Figura 5. Imagens ilustrativas dos padrdes de fratura. Mista (A), Adesiva (B) e Coesiva (C)
- imagens com aumento de 50X (15kV), e (Al), (B1) e (C1- coesiva em resina) imagens

com aumento de 150X (15kV). Em amarelo: Dentina (d), Adesivo (a) e Resina Composta

(rc).
4.8 AVALIACAO DA NANOINFILTRACAO

Para avaliacdo da nanoinfiltragdo foram produzidas 5 fatias com disco diamantado
(EXTEX DIA.WAFER, 4x.012 x 2 HIGH CONCEN, EXTEC Corp., Enfield, CT, USA -

#1010-392), utlizando uma mdaquina de corte ISOMET 1000 (Buehler Ltd., Lake Bluff, IL,

USA) (por grupo), com 1 mm de espessura. As fatias foram imersas em 4gua destilada e
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armazenadas de acordo com o tempo de armazenamento (24 h, 12 e 18 meses), em estufa a
37°C. Apés cada periodo de armazenamento, os espécimes foram retirados da dgua, secos
em papel absorvente e impermeabilizados com verniz 4cido resistente para unhas
(Colorama; CEIL Com. Exp. Ind. Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil), deixando um espaco de 1
mm acima e abaixo da interface de unido. Os espécimes foram imersos em dgua destilada
por 20 minutos, e em seguida, em soluc¢do de nitrato de prata, que foi preparada com 25 g
de cristais de nitrato de prata (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) em 50 mL de
dgua destilada e 50 mL de hidréxido de amonia a 28% (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO, USA) com pH = 11,0. Esses espécimes permaneceram na auséncia de luz,
armazenados em frascos pretos de filme fotograficos, lacrados e depois envolvidos em
papel aluminio, por 24 h. Os espécimes foram lavados e imersos em solucdo fotoreveladora
Kodak (Carestream Health Inc., Verona St., Rochester, NY, USA - #121501TOV1) por 8h
sob luz fluorescente. Novamente, os espécimes foram lavados com dgua destilada e cada
espécime foi polido sob dgua em uma politriz (Metaserv 2000, Buehler, UK Ltd., Lake
Bluff, IL, USA) usando lixas de 600-, 1200-, e 2000- de granulacdo (Carbimet Disc Set,
Buehler, UK Ltd., Lake Bluff, IL, USA - #305208025), e pastas de polimento de 0.3y e 1u
(ALPHA MICROPOLISH II DEAGGLOMERATEO ALUMINA, Buehler, UK Ltd., Lake
Bluff, IL, USA) sob disco de feltro (Buehler, UK Ltd., Lake Bluff, IL, USA). Os espécimes
foram desmineralizados por 4cido fosforico a 37% por 5 s, lavados com dgua destilada por
30 s, e secos com papel absorvente e depois deixados por 24 h em temperatura ambiente
(Sacramento, 2010). Os espécimes foram entdo montados em suportes de aluminio,
cobertos com carbono (Delton Vacuum Desk II, Moorestown, NJ) e examinados em MEV
(JEOL-JSM 5600LV, Tokyo, Japan) com os aumentos de 50X e 300X.

A penetracdo da prata na interface de unido, camada hibrida e camada de adesivo
foram avaliadas e as imagens foram classificadas em escores: escore 1, nenhuma
infiltracdo; escore 2, penetracdo somente na base da camada hibrida e ao redor dos rags de

resina; escore 3, infiltracdo dentro da camada hibrida e/ou adesiva.
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4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos a partir do ensaio de resisténcia de unido resina/dentina a
microtracdo foram analisados quanto a normalidade pelo teste Shapiro-Wilk, sendo
verificada a distribuicdo normal dos dados e em seguida, pelo teste ANOVA Fatorial
(axbxc) e teste Tukey (p<0,05). Os dados da nanoinfiltracdo e padrao de fratura foram

analisados por estatistica descritiva.
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S RESULTADOS

5.1 ANALISE DA RESISTENCIA DE UNIAO E PADRAO DE FRATURA

O Quadro 1 mostra os resultados obtidos na ANOVA trés fatores.

Fator de Variacao GL SQ QM F
Tratamento (TR) 2 0,04615 0,02308 13,4558 **
Tempo (TE) 2 0,00049 0,00024 0,1429 ns
Sistema Adesivo (SA) 1 0,01292 0,01292 7,5318 **
Int TR xTE 4 0,05009 0,01252 7,3018 **
Int TR x SA 2 0,09477 0,04739 27,6314 **
Int TE x SA 2 0,03072 0,01536 8,9553 **
Int TR x TE x SA 4 0,01382 0, 00345 2,0141 ns
Tratamentos 17 0,24895 0,01464 8,5392 **

Residuo 342 0,58650 0,00171
Total 359 0,83545

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (,01 =< p < 0,05)
ns nao significativo (p >= 0,05)
Quadro 1 - ANOVA trés fatores, considerando-se: tratamento em trés niveis (Controle,
EDTA, NaOCl), tempo (24 h, 12 meses, 18 meses) e os sistemas adesivos (Adper Single
Bond 2 e Clearfil SE Bond), para a varidvel dependente resisténcia de unido resina/ DAC

(MPa).
Pela andlise do quadro 1, pode-se observar qu nao houve interacio significativa

entre os trés fatores em estudo. Entretanto, as interagdes duplas entre os fatores foram

significativas (p<0,05). Os fatores isolados, tratamento e sistema adesivo, apresentaram
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diferencas significativas (p<0,01), mas o fator tempo nio apresentou. Nao houve interacio
significativa entre os trés fatores em estudo. Entretanto, as interacdes duplas foram

significativas (p<0,01).

Tabela 3 — Médias dos valores (desvio padrao) da resisténcia de unido resina/DAC (MPa),
considerando-se o tratamento da superficie dentindria e o tempo de armazenamento dos
espécimes.

Tempo
12m 18m
NaOCl 11,51 aA (2,5) 11,22aA(2,4) 8,40 bB (1,7)
EDTA 8,56 bB (2,0) 9,04 abB (2,0) 10,57 aA (2,2)
Controle 8,50 bA(1,9) 8,08 bA(1,7) 8,01 bA (1,8)

Tratamento

Letras minusculas diferentes para colunas e letras maitisculas para linhas identificam diferencgas entre as médias pelo teste

de Tukey (p<0,05).

Na tabela 3 podem ser visualizados as médias dos valores de resisténcia da unido
resina/DAC, tratada pelos antioxidantes EDTA e NaOCI, de acordo com o tempo de
armazenamento.

Pdde-se observar que, no tempo armazenamento de 24 h o tratamento com NaOCl
apresentou maiores médias de resisténcia de unido que o tratamento com EDTA e o
controle, no tempo de 12 meses esse mesmo resultado foi encontrado, porém, no tempo 18
meses, o tratamento com EDTA apresentou médias significativamente maiores que oS
demais grupos.

Ao longo do tempo, os resultados mostraram que o tratamento com NaOCl,
manteve as médias de resisténcia de unido nos dois primeiros tempos de armazenamento,
(24 h, 12 m) apresentando uma diminui¢do no ultimo tempo (18 m). J4 o tratamento com
EDTA, manteve os mesmos valores até os 12 meses, € aos 18 meses foi observado um
aumento significativo das médias de resisténcia de unido. E o controle, manteve e nao

apresentou alteracao nas médias durante o tempo de armazenamento.
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Tabela 4 — Médias dos valores (desvio padrdo) da resisténcia de unido resina/DAC (MPa),

considerando-se o tratamento da superficie dentindria e o sistema adesivo utilizado.

Sistema Adesivo

Tratamento

NaOCl 12,53 aA (2,5) 8,22 bB (1,8)
EDTA 8,52 bB (1,7) 10,26 aA (2,3)
CONTROLE 8,47 bA (1,8) 7,93 bA (1,8)

Letras minusculas diferentes para colunas e letras maitisculas para linhas identificam diferencas entre as médias pelo teste

de Tukey (p<0,05).

Na tabela 4, encontram-se as médias dos valores da resisténcia de wunido
resina/DAC, em fun¢do do tratamento com antioxidantes e sistema adesivo utilizado.

Esta tabela demonstrou que, o tratamento com NaOCI, quando associado ao sistema
adesivo SE apresentou maiores médias de resisténcia de unido, comparado aos valores
apresentados quando este sistema adesivo, foi associado ao tratamento com EDTA e
controle. Quanto ao sistema adesivo SB, observamos que este apresentou melhor
desempenho, quando associado ao tratamento com EDTA, obtendo valores
significativamente maiores que os apresentados, quando este foi associado ao tratamento
com NaOCl e controle.

Pode-se verificar que, o tratamento com a NaOCI apresentou melhor desempenho
quando foi associado ao sistema adesivo SE, comparado aos valores obtidos quando este
tratamento foi associado ao sistema adesivo SB. O mesmo ndo aconteceu ao tratamento
com EDTA, pois este produziu menores valores resisténcia de unido quando associado ao
sistema adesivo SE, e quando foi utilizado associado ao uso do sistema adesivo SB,
apresentou maiores valores. J4 o controle apresentou o mesmo desempenho quando

associado aos dois sistemas adesivos.
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Tabela 5 — Médias dos valores (desvio padrdo) da resisténcia de unido resina/DAC (MPa),

considerando-se o sistema adesivo utilizado e o tempo de armazenamento dos espécimes.

Sistema Adesivo

SE 10,30 aAB (2,2) 10,65aA (2,1) 8,57 aB (1,9)
SB 8,75bA (2,3) 8,25bA(2,0) 9,42aA (2,1)

Letras mintsculas diferentes para colunas e letras maitisculas para linhas identificam diferencas entre as médias pelo teste de Tukey

(p<0,05).

A tabela 5, evidencia as médias dos valores da resisténcia de unido resina/DAC em
funcdo do sistema adesivo utilizado e o tempo de armazenamento.

Observou-se que, no tempo inicial (24 h), o sistema adesivo SE apresentou os
maiores valores da resisténcia de unido resina comparados ao sistema adesivo SB, aos 12
meses de armazenamento, o mesmo pode resultado foi obtido, entretanto, aos 18 meses nao
foram observadas diferencas significativas na resisténcia de unido comparando os dois
sistemas adesivos utilizados.

Ao longo do tempo de armazenamento, o sistema adesivo SE, manteve valores da
resisténcia de unido durante os dois primeiros tempos de armazenamento, apresentando
menores valores aos 18 meses, enquanto que para o sistema adesivo SB, as médias dos
valores de resisténcia da unido se mantiveram os mesmos durantes todos os temps de

armazenamento.
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Figura 6 — Ilustracdo gréfica da distribuicdo dos percentuais de tipo de fratura entre os

grupos.

A Figura 6, demonstrou os padrdes de fratura observados apds o teste de resisténcia
de unido. Os maiores percentuais do padrdo de fratura foram mistos, na maioria dos grupos,
com relacio aos tempos observados, mas, principalmente apds 18 meses de
armazenamento. No tempo de 24 h, quando o tratamento EDTA foi utilizado associado ao
sistema adesivo SB e quando o controle foi associado ao sistema adesivo SB ocorreu maior
frequéncia de fraturas adesivas e coesivas. No tempo de armazenamento de 12 meses,
houve maior ocorréncia de fraturas adesivas, quando utilizou-se o tratamento com EDTA

associado ao sistema adesivo SB, e quando o controle foi associado ao sistema adesivo SB.
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Tratamento | Tempo NaOCl
da dentina
24 h 12m 18 m
SE
Sistemas
Adesivos
SB

Figura 7 — Micrografias dos padrdes de fratura que receberam o tratamento de NaOCl. R —
resina; D — dentina.
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Tratamento | Tempo EDTA
da dentina
24 h 12 m 18 m
SE
Sistemas
Adesivos
SB

Figura 8 — Micrografias dos padrdes de fratura que receberam o tratamento de EDTA. R —

resina; D- dentina; CH — camada hibrida.
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Tratamento | Tempo Sem Tratamento
da dentina
24h 12 m 18 m
SE
Sistemas
Adesivos
SB

Figura 9 — Microrradiografias dos padrdes de fratura do grupo controle. R — resina; D-

dentina; CH — camada hibrida.
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5.2 AVALIACAO DA NANOINFILTRACAO

A figura 10 ilustra os percentuais dos escores observados de nanoinfiltracdo para os
grupos em relagdo ao tratamento da dentina afetada por cdrie com antioxidantes, tempo de

degradacdo em dgua e sistemas adesivos utilizados.

100%
80%
60%
40%
20%

0%

NaOCl | EDTA |Contro|e| NaOCl | EDTA |Contro|e| NaOCl | EDTA |Contro|e|

24 horas | 12 MESES | 18 MESES |

|:| Escore 1 - Escore 2 |:| Escore 3

Figura 10 - Distribui¢do dos percentuais dos escores de nanoinfiltracdo encontrados para

0S grupos.

Pode se observar que todos os espécimes apresentaram algum tipo de infiltracdo de
nitrato de prata na interface, sendo predominante o escore 2, no grupo de degradacdo apds
24 h esse escore foi encontrado principalmente nos grupos que receberam tratamento com
NaOCl, seguidos dos grupos SE/EDTA e SE/Controle e por utimo no grupo SB/EDTA,
exceto para o grupo controle, quando utilizado o sistema adesivo SB. Os percentuais de
escore 3 aumentaram aos 12 meses de imersdo em agua exceto para os grupos SB/NaOCL e
SB/EDTA, no entanto houve um aumento do escore 2 para o grupo SE/EDTA. Aos 18
meses pode ser observado similares resultados aos observados aos 12 meses para os grupos
SE/NaOCl, SB/NaOCl e SE/Controle. Para o grupo SB/Controle observou-se que 20% dos
espécimes apresentaram diminui¢do do escore 3, sendo observado nesses espécimes 0
escore 2, SE/Controle apresentou os mesmos niveis de infiltragdo por nitrato de prata aos
12 e 18 meses, SE/EDTA apresentou acentuado aumento de percentuais de escore 3 nos

espécimes.
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Tratamento | Tempo | Sistemas Adesivos
da dentina
SE SB
NaOCl 24h
12 m
R
18 m

Figura 11 - Micrografias da avaliacdo da nanoinfiltracdo relativas aos espécimes que

receberam o tratamento de NaOCI a 6%. R- resina, D — dentina, CH — camada hibrida,

estrela/A — adesivo, triangulo — identificando a infiltragdo por nitrato de prata abaixo e

acima da camada hibrida.
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Tratamento | Tempo | Sistemas Adesivos
da dentina

SE SB
EDTA 24h

J15ku” X388  SBrum

Figura 12 - Micrografias da avaliagdo da nanoinfiltracdo relativas aos espécimes que
receberam o tratamento de EDTA. R- Resina, D — Dentina, CH — camada hibrida, estrela/A
— adesivo, tridngulo — identificando a infiltracdo por nitrato de prata abaixo e acima da

camada hibrida.
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Figura 13 - Micrografias da avaliacdo da nanoinfiltracdo relativas aos espécimes que do
grupo controle. R- Resina, D — Dentina, CH — camada hibrida, estrela/A — adesivo,

tridngulo — identificando a infiltracio por nitrato de prata abaixo e acima da camada

hibrida.
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6 DISCUSSAO

A hipétese de que o tratamento com antioxidantes aumenta a resisténcia de unido
resina/DAC foi parcialmente confirmada, uma vez que ndo houve interacdo significativa
entre os trés fatores em estudo. No entanto, a interacdo entre o tratamento da DAC e o
tempo de armazenamento, a interacdo entre o tratamento da DAC e o sistema adesivo
utilizado, e o sistema adesivo utilizado e o tempo de armazenamento foram significativas.

O tratamento com NaOCl, apresentou maiores valores, ao longo do tempo, com
excecao do tempo de 18 meses. O NaOCl é bem conhecido como agente proteolitico, capaz
de dissolver efetivamente o substrato organico dos materiais biolégicos, bem como os fons
de magnésio e carbonato da dentina, e aumentar a penetragdo dos sistemas adesivos
(Erhardt et al., 2008).. A aplicacdo deste agente antioxidante altera ultra morfologicamente
a superficie dentindria, expondo as fibras coldgenas, redes laterais de canais e anastomoses,
além de alargar a abertura dos tibulos dentindrios. Assim, a dentina desmineralizada,
inicialmente rica em coldgeno, € transformada em uma estrutura porosa e sem coldgeno,
com multiplas irregularidades e uma boa retencdo mecanica para o adesivo, além de ser
também resistente a degradac@o ao longo do tempo (Perdigao et al., 2013). Estes resultados
também foram encontrados por Kunawarote et al. (2011), Hashimoto (2010) e Nakajima et
al. (2011), que demonstram que o tratamento com NaOCl da smear layer, que cobre a
DAC, causa erosdo e dilui a smear layer, assim como, causa a dissolu¢ao dos componentes
organicos da smear layer superficial. Entretanto, a percolacdo pela dgua acontece, e a
degradacdo hidrolitica da camada hibrida ocorre, como visto nas micrografias da
nanoinfiltracio (Fig 11), para ambos sistemas adesivos.

J4 o grupo controle, apresentou os menores valores de resisténcia de unido, iSso
porque a smear layer da DAC apresenta unido fraca a dentina subjacente e irregular. Além
disso, a DAC parece ser enriquecida de componentes organicos comparada a dentina
higida. O coldgeno desorganizado e/ou mineral preso ao colageno gelatinoso podem ndo ser
removidos mesmo com o ataque dcido por acido fosférico. O coldgeno desorganizado € a
camada gelatinosa dentro da smear layer podem impedir a infiltragdo dos monOmeros

resinosos e dificultar o selamento perfeito da interface resina-dentina (Breschi et al., 2008;
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Joves et al., 2013). Assim, a smear layer da DAC € enriquecida de componentes organicos
que podem contribuir para uma inferior adesdo a este substrato (Joves et al., 2013). O
EDTA também apresentou valores mais baixos de resisténcia de unido nos dois primeiros
tempos de armazenamento, mas foram significativamente maiores aos 18 meses, o que
corrobora com os de Erdhart ef al. (2008), que afirmaram que este dcido dissolve a fase
mineral da dentina sem remover as proteinas de dentina, evitando grandes alteragdes da
estrutura fibrilar de coldgeno, conferindo estabilidade a matriz orgénica da dentina. Além
disso, a manutencdo da resisténcia de unido obtida apds tratamento com EDTA na DAC
pode estar relacionada com a capacidade dessa solucdo na prevencdo de mudangas de
conformagio induzidas pelas H, preservando o carater esponjoso da matriz de coldgeno e,
consequentemente, melhorando a infiltracio de material resinoso nas porosidades da
dentina. Dessa forma, o EDTA aumentou a resisténcia de unido por produzir uma zona
desmineralizada, causando o aumento da porosidade no substrato dentinirio, o que pode
potencialmente facilitar a infiltragdo dos sistemas adesivos, criando unido micromecanica
entre o substrato tratado e os sistemas adesivos (Erdhart et al., 2008).

Os resultados das médias dos valores de resisténcia de unido considerando o
tratamento da superficie dentindria e o sistema adesivo utilizado (Tabela 4), apontaram que
o EDTA quando utilizado associado com o sistema adesivo SE produziu menores valores
de resisténcia de unido, independente do tempo de armazenamento, este resultado concorda
com os estudos que utilizaram o EDTA como tratamento desproteinizante e verificaram
diminui¢do das propriedades mecénicas da camada hibrida (Sauro et al., 2009; Sauro et al.,
2011), o que difere Carvalho et al. (2000) e Thompson et al. (2012) que sugeriram que o
EDTA preserva as propriedades mecanicas da dentina e cria uma camada hibrida mais
resistente a degradacdo. Quanto ao uso do NaOCl, este apresentou maiores valores de
resisténcia de unido quando utilizado com o adesivo SE, e apresentou menores valores
quando foi utilizado com o sistema adesivo SB, o que concorda com os estudos de Wei et
al. (2008), Wei et al. (2010) e Nakajima et al. (2011).

Estes resultados relatados, podem ser justificados, pois cada adesivo apresenta uma
composi¢do, e essa afeta diretamente a unido a dentina afetada por carie que, apresenta suas

particularidades. Assim, os agentes antioxidantes podem atuar de maneira diferente quando
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associado aos diferentes sistemas adesivos em subtratos alterados por carie (Nakajima et
al., 2000; Nakajima et al., 2011; Tjdderhane et al., 2013).

Neste estudo, pode ser observado que nos tempos iniciais (24 h) e 12 meses de
armazenamento, o sistema adesivo SE apresentou os maiores valores de resisténcia da
unido (Tabela 5). Este resultado pode ter ocorrido pois o pré-tratamento recebido pela DAC
pode ter aumentado as propriedades micromecanicas dos grupos que utilizaram o SE. No
entanto, pequena fragdo das proteases, causadoras da degradacdo da camada hibrida é
extraida pelos 4cidos e pode ser ativada, e entdo essas proteases podem causar lentamente a
hidrélise da matriz de coldgeno (Tezvergil-Mutluay et al., 2013). Entretanto, esses
resultados discordam dos estudos de Wei et al. (2010) e Wei et al. (2008) que encontraram
valores significativamente maiores para o SB comparado com o SE.

Aos 18 meses, ndo foram observadas diferengas significativas na resisténcia da
unido resina/DAC para o sistema adesivo SE comparado ao sistema adesivo SB, que pode
ter sido ocasionada pela desmineralizacdo da dentina causada pelo ataque 4dcido do sistema
adesivo SB que também esta envolvido no processo de adesdo da mesma. E, além disso,
nos procedimentos adesivos que utilizam sistemas adesivos convencionais, o &4cido
fosférico € utilizado para exposicdo das fibras coldgenas com a inten¢do de proporcionar a
reten¢do micromecanica dos adesivos resinosos (Pashley et al., 1993).

O SB manteve valores de resisténcia de unido resina/DAC durante todos os
periodos de avaliacdo, isso mostra que as taxas de sorcdo de dgua e solubilidade
apresentadas pelos sistemas adesivos apds a sua polimerizagdo s3o importantes na
determinacdo indireta da longevidade e da qualidade marginal da restaura¢do. Enquanto
que para o SE houve uma significativa queda nas médias dos valores de resisténcia da
unido apds 18 meses de degradacido em dgua. O que esta de acordo com todos os aspectos
observados por Kunawarote et al. (2011).

Estudos tém sugerido que acidos fortes e maiores tempos de ataque acido sdo
necessdrios para solubilizar depdsitos minerais 4cido-resistentes da luz dos tubulos da
DAC, levando a maior penetragdo lateral dos mondmeros adesivos para a luz dos tubulos.
Além disso, a técnica de adesdo umida € efetiva pela infiltracio dos mondmeros de resina

dentro das camadas desmineralizadas mais profundas na DAC comparada com a técnica
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convencional, influenciando maior resisténcia de unido. Porém, regides mais profundas da
matriz de coldgeno exposta sdo mais dificeis de serem permeadas pelos mondmeros
resinosos. Além disso, grande quantidade de 4gua no fundo da zona desmineralizada pode
dificultar a penetracio dos mondmeros dos adesivos resinosos, € 0s sistemas
autocondicionantes podem nao dissolver e remover depdsitos minerais dcido-resistentes nos
tdbulos dentindrios da DAC por causa do pH (Ceballos et al., 2003). No entanto os estudos
de Tay et al. (1996), Yoshiyama et al. (2000) e Wei et al. (2010) mostraram que a técnica
de adesdo umida € considerada um procedimento comum, jd que a superficie imida da
dentina € o substrato mais encontrado para adesdo. E o 4cido utilizado na superficie da
dentina, tanto sobre a superficie seca quanto umida, provoca o colapso da matriz de
coldgeno e impede a efetiva infiltracdo do primer, resultando desse modo em baixa
resisténcia de unido e excessiva nanoinfiltracdo.

O estudo de Edhart et al. (2008), mostrou que nenhum adesivo estudado foi capaz
de prevenir totalmente a infiltracdo e promover um efetivo selamento do coldgeno tanto na
interface de unido com a dentina higida, quanto com a cariada. E a extensao da degradacao
da unido dentina/resina € dependente do material, principalmente quanto ao potencial
quimico dos adesivos resinosos. Entretanto, outros fatores como mudangas no pH, carga
oclusal e desafios enzimdticos também podem contribuir para degradagdo fisico-quimica da
unido resina/dentina.

Ao longo do tempo, os presentes resultados mostraram que os espécimes
apresentaram perda da resisténcia de unido, resultante do aumento na exposi¢cdo do
colageno e diminui¢do da qualidade da infiltracio do adesivo na interface da dentina
cariada, como observado por Erdhart et al. (2008). Esses indicios podem ser observados
pela andlise dos sitios de fratura que mostraram em sua maioria, para todos os grupos,
fratura mista, com grande parte de fratura no substrato dentindrio, € mais acentuadamente
aos 18 meses (figuras 7, 8 € 9). Estes resultados concordam com os estudos de Proenca et
al. (2007) e Erhardt et al. (2011), que encontraram maior nimero de fraturas mistas quando
utilizado o adesivo SE. E concordam ainda com os estudos de Wei et al. (2008) e Alves et
al. (2013) que utilizaram os mesmos sistemas adesivos (SE e SB). Além disso, concordam

ainda com este estudo, que apds 24 h, foi evidenciado maior frequéncia de fraturas adesivas
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e também mistas para os grupos SB/EDTA e SB/Controle, e apds 12 meses maior
ocorréncia de fraturas adesivas no grupo SB/EDTA, aumento de fraturas adesivas no grupo
SE/Controle e aumento de fraturas mistas no grupo SB/Controle. Ainda que tenham
apresentado varia¢do no padrio de fratura, a predominante foi a fratura mista.

Pode ser observardo que todos os espécimes apresentaram algum tipo de infiltracdo
de nitrato de prata na interface (Figuras 10, 11, 12, 13), sendo predominante o escore 2, no
grupo de degradacdo apds 24 h e 12 meses, exceto para o grupo controle, quando utilizado
o sistema adesivo SB. Esse escore foi encontrado principalmente nos grupos que receberam
tratamento com NaOCl, seguidos dos grupos SE/EDTA e SE/Controle e por ttimo no
grupo SB/EDTA. Apesar de ser grande o nimero de investigagdes sobre o tema, os
mecanismos de degradacdo da interface resina-DAC ainda ndo foram totalmente
elucidados. A adesdo duradoura a um substrato vitalizado e imido como a DAC tem se
mostrado deficiente (Marshall et al, 1997, Carvalho et al., 2004; Reis et al., 2007). Além
disso, as taxas de sor¢cao de dgua e solubilidade apresentadas pelos sistemas adesivos apds a
a polimeriza¢do sdo importantes na determinacdo indireta da longevidade e da qualidade
marginal da restauragdo (Burrow et al., 1999), e os testes que avaliam estas taxas ndo foram
realizados no presente estudo.

Aos 18 meses pode ser observado similares resultados aos observados aos 12 meses
para os grupos SE/NaOCl, SB/NaOCl e SE/Controle. Para o grupo SB/Controle observou-
se que 20% dos espécimes apresentaram diminuicao do escore 3, sendo observado nesses
espécimes o escore 2. SE/Controle apresentou os mesmos niveis de infiltracdo de prata aos
12 e 18 meses. SE/EDTA apresentou acentuado aumento de percentuais de escore 3 nos
espécimes. O tratamento com NaOCI por 30 s ou mais pode resultar na reagdo dos radicais
livres presentes na dentina tratada, e estes podem produzir efeito oxidante do NaOCI,
resultando na aumento dos radicais livres no momento da polimerizacdo, e consequente
terminacdo prematura da cadeia polimérica e incompleta polimerizacdao (Lai et al, 2001;
Nakajima. et al., 2011) o que pode resultar em deficiéncia do polimero formado e maior
suscetibilidade a degradacao.

No entanto, melhorias na adesdo a dentina afetada por cérie, pode ser considerada

um desafio, sugerindo o desenvolvimento de novas estratégias utilizando materiais

51



existentes, novos tratamentos, ou protocolos de aplicacdo, que possam reforcar e fortalecer
o complexo dentina-restauracdo, protegendo de lesdes recorrentes cdrie e fratura dentais,

proporcionando longevidade a restauragao.
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7 CONCLUSAO

Pelos resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que o tempo foi um fator
determinante na resisténcia de unido quando a DAC foi tratada principalmente com o
EDTA; A utilizagdo do SB/EDTA e SE/NaOCl produziram as maiores médias de
resisténcia de unido, evidenciando que a resisténcia da unido a p-TBS foi influenciada pelo
tipo de sistema adesivo associado ao tratamento da dentina; E, considerando o tempo e os
sistemas adesivos utilizados, observou-se que o tempo nao influenciou a resisténcia de
unido quando SB foi utilizado. Entretanto, quando o SE foi utilizado houve diminuicao da

resisténcia de unido.
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